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(3) Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Herstellung und Verwendung 
(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssy- 
stem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente 
A mit mindestens einer Bindestelle fur die Erkennungs- 
spezie B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezie B, die an die Bin- 
dungskomponente A binden kann. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystcm 
enthaliend 

5 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskompo- 
nente A mit mindestens einer Bindestelle fur die Er- 
kennungsspezie B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezie B, die an die 
Bindungskomponente A binden kann. 10 

Arrays sind Anordnungen von immobilisierten Erken- 
nungsspezien, die speziell in der Analytik und Diagnostik 
eine wichtige Rolle bei der siniultanen Bestimmung von 
Analyten spielen. Beispiele sind Peptide- Arrays (Fodor et 15 
al.. Nature 1993, 364, 555) und Nucleinsaure-Arrays (Sout- 
hern et al. Genomics 1992, 13, 1008; U.S. Patent Nr 
5,632,957). 

In der experimentellen Analytik lassen Arrays durch die 
lokalisierle Erzeugung von Ereignissen eine besonders ein- 20 
fache, schnelle und reproduzierbare Datenanalyse zu. Bei- 
spiele hierfur reichen vom physikalischen Mehrkanaldetek- 
tor bis hin zu Mikrotiterplatten in der Labormedizin. 

Arrays dienen auch zur Speicherung und Verarbeitung 
von Informauonen und sind das grundlegende Konstrukti- 25 
onselement der Nanotechnologie. 

Weitere wichtige Anwendungsbereiche sind in der Biolo- 
gie, Biochemie, Medizin und Pharmakologie zu finden. So 
wird in EP-A1-0 461 462 ein Immunoassay beschrieben, bei 



nicht-kovalenier Wechselwirkung. die sich durch Selekiivi- 
tat. Stabilitat und Reversibliiat auszeichnen. und deren Ei- 
gcnschaficn bevorzugt thcnnodynaniisch. d. h. durch Tcm- 
peratur. pH-Wen und Konzeniraticn becinfluBi werden. Sol- 
che Paarungssysieme konnen /.. B. aulgrund ihrer soiektiven 
Eigenschaften auch als "molekularer Klebstoff t'iir die Zu- 
sammentuhrung von unierschiedtichen Mciallclustern zu 
Cluster-Verbanden mit polemic II neuen Eigenschafien ver- 
wendet werden [siehe z. B. R. L. Letsinecr, el al.. Nature 
1996. 382. 607-9: P. G. Schultz ei al.. Nature 1996, 382 
609-11]. 

Daher ist es besonders vorteilhaft. wenn das Paarungssv- 
stem einen Kotnplex darstelh. der durch Assoziation der 
Bindungskomponente A mit der Erkennungsspezie B Liber 
nichtkovalente Wechselwirkungen gebildet wird. Die nicht- 
kovalenten Wechselwirkungen sind insbesondere Wasser- 
sioffbriicken. Salzbriicken. Stapelungen ("Stacking'*), Me- 
talligandierungen, Charge-Transfer- Koniplexe und hydro- 
phobe Wechselwirkungen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform enthalt das mole- 
kularc Paarungssystem gemaB der vorliegenden Erfindung 
eine Nucleinsaure und deren Analoga, insbesondere in Eorm 
einer Pentose, vorzugsweise einer Pentopyranose oder Pen- 
tofuranose. Ini allgemeinen ist die Pentose ausgewahlt aus 
einer Ribose, Arabinose, Lyxose oder Xylose. Besonders 
bevorzugt ist Pyranosyl-RNA (p-RNA), Nucleinsaure mit 
einer oder mehreren Arninocyclohexylethansaure(CNA)- 
Einheiten, peptidische Nucleinsaure (PNA). oder einer Nu- 
cleinsaure mil einer oder mehreren [2-Amino-4-(carbox- 
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dem feldanig positionierte und immobilisierte Antigene mit 30 ymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. Besonders bevorzust 
einem oder mehreren AnUkorpern in Kontakt gebracht wer- 
den. In WO 96/01836 wird beispielsweise ein Array von 
DNA-Molekulen unterschiedlicher Sequenz beschrieben, 
der zur Detektion von Genabschnitten diente und so bei- 
spielsweise zur Diagnose pathogener Bakterien fuhrte. 

Immobilisierung durch supramolekulare Wechselwirkun- 
gen sind auch auBerhalb der Array-Anwendungen bekannt. 
So konnen Trager mit Anti-Antikorpern uber ein kovalent 
an den Trager gebundenes Antigen fixiert werden. Die Ana- 
lytik von Immunoassays basiert weitgehend auf Enzym-Im- 
munoassays (EIAs), bei denen eine enzymatisch katalysierte 
Reaktion die Prasenz eines Antigen- A ntikorper- oder eines 
Ahtigen-Antikorper-Antiantikorper-Komplexes anzeigt. 
Eine der am Komplex beteiligten Einheiten ist hierbei ent- 
weder an einem Trager immobilisiert oder selbst ein Trager, 
z. B. in Form von Gewebsbestandteilen. 

Derartige Signal verstarkungsverfahren haben jedoch ins- 
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Aussage wie auch der Quantifizierung Nachteile. Ein beson- 
derer Nachteil von miniaturisierten Arrays sind der Auf- 
wand und die Kosten bei der Herstellung. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein Er- 
kennungssystem zu finden, das einfach, zuverlassig, hochse- 
lektiv und zudem billig ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Er- 
kennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskompo- 
nente A mit mindestens einer Bindestelle fur die Er- 
kennungsspezie B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezie B, die an die 
Bindungskomponente A binden kann. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist ein Erkennungssy- 



sind Pvranosvl-Nucleinsauren (p-NA's) und vcr allem p- 
RNA's. 

p-NA's sind im allgemeinen zur naturlichen RNA isomere 
Strukturtypen, bei denen die Pentose-Einheiten in der Pyra- 
noseform vorliegen und durch Phosphodiestergruppen zwi- 
schen den Positionen C-2' und C-4' repetitiv verknupft sind. 
Unter "Nucleobase" werden dabei die kanonischen Nucleo- 
basen A; T, U, C. G, aber auch die Paare Isoguanin/Isocyto- 
sin und 2,6-Diaminopurin/Xanthin und im Sinne der vorlie- 
40 genden Erfindung auch andere Purine und Pyrimidine wie 
Purin, 2,6-Diaminopurin, 6-Purinthiol, Pyridin, Pyrimidin, 
Isoguanin, 6-Thioguanin, Xanthin, Hypoxanthin, Isocyto- 
sin, Indol, Tryptamin, N-Phthaloyltryptamin. Coffein, Theo- 
bromin, Theophyllin, Benzotriazol oder Acridin, verstan- 
den, und vorzugsweise Ribopyranosyladenosin, Ribopyra- 
nosylguanosin, Ribopyranosylthymidin, Ribopyranosylcv- 
tosin, Ribopyranosyltryptamin oder Ribopyranosyl-N- 
pluhaioirypLainin, Ribopyranosyi- uracil Oder deren [2- 
Amino-4-(carboxymethyI)-ribopyranosyl] -Derivate. 

p-NA's, und zwar die von der Ribose abgeleitete p- 
RNA's, wurden zum erstenmal von Eschenmoser et al. be- 
schrieben (Helv. Chim. Acta 1993, 76, 2161; Helv. Chim 
Acta 1995, 78, 1621; Angew. Chem. 1996, 108. 
1619-1623). Sic bilden ausschlietflich sogenannte Watson- 
55 Crick-gepaarte. d. h. Purin-Pyrimidin- und Purin-Purin-ge- 
paarte, antiparallele, reversibel "schmelzende", quasi-ii- 
neare und stabile Duplices. Homochirale p-RNA-Strange 
entgegengesetzten Chiralitatssinns pa are n eben falls kontrol- 
lierbar und sind in der gebildeten Duplex streng nicht-heli- 
cal. Diese fur den Aufbau supramolekularer Einheiten wert- 
volle Spezifuai hangt mit der relativ geringen Flex ibili tat 
des Ribopyranosephosphat-Ruckgrats sowie mit der starken 
Neigung der Basenebene zur Strangachse und der hieraus 
fotgenden Tendenz zu intercatenarer Basenstapelung im re- 
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stem, bei dem die Bindung der Bindungskomponente A an 65 sultierenden Duplex zusammen und latft sich letzlich auf die- 
die Erkennungsspezie B in Form eines molekularen Paa- Tcilnahme eines 2\4'-cis-disubstituiertcn Ribopyranosc- 
rungssystems ertbigt. rings am Aulbau des Ruckgrates zuruckfuhren. 

Solche Paarungssystcme sind supramolekulare Systerne Diese wcsentlich besscren Paarungseigcnschaften ma- 
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chcn p-NA's gegenuber DNA und RNA fur die Anwendung 
des Aufbaus supramolekularer Einheiten zu bevorzugten 
Paarungssystemen. Sic bilrfen ein zu natiirlichen Nuclein- 
sauren onhogonales Paarungsystem. d. h. sic paarcn nicht 
mit in der natiirlich I-'onn vorkommenden DNA's und 5 
RNA's. was ini besonderen im diagnostischen Bcrcich vor- 
teilhaft isi. 

p-NA's eignen sich daher besondcrs fur die Anwendung 
ini Bereich dcr Nanotechnologic. beispielsweise zur Her- 
siellung neucr Maicrialicn. Diagnosiika und Therapeutika 10 
sowie mikroelckironischer. phot onisc her bzw. opioclcktro- 
nischer Bauieile und fiir das kontrolliene Zusammenfuhrcn 
molekularer Species zu supramclekularen Einheiten. wie 
z. B. fur den (kombinaiorischen) Aufbau von Proteinassem- 
blies [siehe z. B. A. Lombardi, J. W. Brvson. W. F. De- 15 
Grado, Biomolekuls (Pept. Sci.) 1997, 40/495-504]. da p- 
NA's, und besonders p-RNA's Paarungssysteme bilden. die 
slark und theniiodynamisch kontrollierbar sind. Eine wei- 
tere Anwendung crgibt sich daher eerade ini diagnostischen 
und drug discovery- Bereich durch die Moglichkeit, funktio- 20 
nelle, bevorzugt biologische Einhciien wie Proteine odcr 
DNA/RNA-Abschnitte. z. B. mil einem p-RNA-Code zu 
versehen, der nicht mit den natiirlichen Nucleinsauren inter- 
feriert (siehe z. B. WO93/20242). 

Die Lange der Nucleinsaure und deren Analoga ist gcmaB 25 
der vorliegenden Erfindung mindestens ca. 4-50, vorzugs- 
weise mindestens ca. 4-25. insbesondere mindestens ca. 
4-15, vor allem mindestens ca. 4-10 Nukleotide. 

Im allgerneinen ist die Bindungskomponente A an einem 
Trager immobilisiert. 

Unterdem Begriff "immobilisiert" versteht man im Sinne 
der vorliegenden Erfindung die Ausbildung einer kovalen- 
ten Bindung, quasi-kovaienten Bindung oder supramoleku- 
laren Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie Linear konstituierte Moiekule, ins- 35 
besondere Peptide, Peptoide, Proteine, lineare Oligo- oder 
Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Analoga, oder 
Monomere wie Heterocyclen, insbesondere Stickstoffhete- 
rocyclen, oder nichtlinear konstituierte Moiekule wie ver- 
zweigte Oligo- oder Polysaccharide oder Antikorper und de- 40 
ren funktionelle Teile. Funktionelle Teile von Antikorper 
sind beispielsweise Fv-Fragmente (Skerra Pliickthun (1988) 
Science 240, 1038), einzelkettige Fv-Fragmente (scFv; Bird 
et al. (1988), Science 242, 423; Huston et al. (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879) oder Fab-Fragmente 45 
(Better et al. (1988) Science 240, 1041). 

Die Tragerung erfolgt somit im allgerneinen kovalent. 
quasi-kovalent. supramolekular oder physikalisch wie ma- 
gnetisch (A. R. Shepardet al. (1997) Nucleic Acids Res., 25. 
3183-3185, Nr. 15), im elektrischen Feld oder durch einen 50 
Molekularsieb. Die Bindungskomponente A wird hierdurch 
entweder direkt an der Position des Tragers synthetisiert 
oder an bestimmte Positionen des Tragers "gelinkt". Bei- 
spiele sind Konjugations- und Tragerverfahren iibe'r Perjo- 
datoxidation und reduktiver Aminierung der Schiftbasc, N- 55 
Hydroxisucciniiuidester von vorzugsweise Dicarbonsaure- 
linker, Ethylendaminphosphoamidatlinker. Mercapto-, Jo- 
dace tyl- oder Maleinimido-Verfahren und/oder kovalente 
oder nicht- kovalente Biotin-Linker- Verfahren. 

Als Tragermatcrialien eigenen sich beispielsweise Kera- 60 
mik, Metall, insbesondere Edclmetail. (J laser, KunststolTe. 
kristalline Maicrialicn bzw. diinne Schichten des Tragers. 
insbesondere der genannien Maicrialicn. oder (bio)molcku- 
lare Filamente wie Cellulose, Gerustproteine. 

Eine besondere A usfiih rungs form ist daher ein erlin- 65 
dungsgernaBcs Erkcnnungssystem. bci dem die Bindungs- 
komponente A an einen Trager Liber eine kovalente Bin- 
dung, quasi-kovalcnie Bindung oder supramolekulare Bin- 
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dung durch Asso/.iaiion von /.wei odcr mehreren molekula- 
ren Spezien wie lincarkensiituierie Molekiile. insbesondere 
Peptide. Peptoide. Proteine. lineare Oligo- oder PoK saccha- 
ride. Nucleinsauren und deren Analoga. odcr Monomere 
wie Iletcrocyclen. insbesondere SticksiotHieierocvcIen. 
oder nichilinear konsiituierte Moiekule wie verzweigte 
Oligo- odcr Polysaccharide oder Antikorper und deren t'unk- 
tionei!e Teile wie Fv-Fragmente. einzelkettige Fv-Frag- 
menie iscFv) oder Fab-Fragmente. immobilisiert ist. 

In einer weiteren Ausfuhruncsform ist die Bindungskom- 
ponente A an detinierten Stellen des Tragers. insbesondere 
in Form einer Matrix, immobilisiert. wobei die derinierten 
Stellen des Tragers vorzugsweise adressiert sind. 

GemiiB dem bevorzugten Erkcnnungssystem wird daher 
ein Molekul in der mobilen (Pu tier)- Phase mit der entspre- 
chenden Komplemcntarsequenz nur an der Position der pas- 
senden Adresse einen supramolekularen Komplex spontan 
ausbilden. Sind an diese mobile Komplementaradresse 
durch chemischc (Konjugatc) oder supramolekulare Vcrbin- 
dungsbildung (Komplexe) weitere Einheiten mit besonde- 
rcn Funktionen wie z. B. der cines Antikorpers gebunden. 
wird je nach verwendeten Adressenmuster auf demselben 
Immobilisat-Array ein unterschiedlicher Funktionsarray 
aufgespannt. 

Die groBcn Vorteile eincs solchen modularen Systems 
sind die identische einmalige Bereitstellung der Tragerein- 
heiten fur unterschiedlichste Anwendungen und die in situ 
Erzeugung nichthaltbarer Bio-Konjugate etwa aus Protei- 
nen, Enzymen oder lebenden Zellen und dem Paarungsrest. 

Ein weiterer Vorteil ist die schrittweise Erzeugung von 
Substratbindungsereignis und dem meBbaren Bincungser- 
eignis an der Tragerposition. d. h. das Substrat kann vollig 
ungehinden einen ersten Komplex mit der loslichen. adres- 
sienen Komponenie (Erkennungsspezie B) bilden und an- 
schlieBend im Raum der Tragerposition paarend an die Bin- 
dungskomponente A immobilisieren. 

Es ist ferner besonders bevorzugt. wenn die Bindungs- 
komponente A an eine Trager-Elektrode des Tragers immo- 
bilisiert ist, da beispielsweise durch eine Signalverstarkung 
des Impedanzverhaltens von Trager-Elektroden bei Bin- 
dungsereignissen ein elektronisch lesbares Signal erzeugt 
wird. Entsprechende Eleklrodenprozesse sind bei R. P. An- 
dres (1996) Science, 272, 1323-1325 und entsprechende 
Impedanzmessungen sind bei M. Stelzle et al. (1993) J. of 
Physical Chem., 97, 2974-2981 beschrieben. 

Als Erkennungsspezie B ist beispielsweise ein Biomole- 
kul geeignet, welches z. B. ausgewahlt ist aus einem Peptid, 
Peptoid. Protein wie Rezeptor oder funktionelle Teile davon 
wie die extrazellulare Domane eines Membran-standigen 
Rezeptors, Antikorper oder funktionelle Teile davon wie Fv- 
Fragmente, einzelkettige Fv-Fragntente (scFv) oder Fab- 
Fragemente. oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykopro- 
teine, Filamentbestandteile, oder Viren, Virenbestandteile 
wie Kapside, oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate 
und deren wirksame Teile, oder Substanzbibiiotheken wie 
Ensembles von sich strukturell unterscheidenden Verbin- 
dungen. vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide. Saccharide, Nucleinsauren. 

Ublicherweise enthalt das Biomolckul eine Binderegion 
fur die Bindungskomponente A; die vorzugsweise eine der 
oben beschriebenen Nucleinsauren oder deren Analoga dar- 
stellt. Im allgerneinen wird hierbei das Biomolekiil an eine 
ausgewiihlie Nucleinsaure oder Analogon Liber einen Linker 
gebunden Beispielsweise eignct sich ein Uracil-basierendcr 
Linker, bei dem vorzugsweise die 5-Position des Uracils 
modifiziert wurde, z. B. N-Phthaloylaminocthy (uracil, aber 
auch ein Indol-basierender Linker, vorzugsweise Trypia- 
minderivate, wie z. B. N-Phthaloylt.rypiamin. 
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In einer bcsondcren Ausfuhrungsform enthalt die immo- 
bilisierte Bindungskoniponente A verschiedene Bindestel- 
len fur verschiedene Erkennungsspezien B. wodurch ver- 
schiedene Erkennungsspezien B an der Bindungskompo- 
nenie A binden konnen. s 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist mindesiens einc 
weitere Erkennungsspezie B an die Bindungskomponente A 
immobilisien. 

Daher ist ein weiteres erfindungsgemaBes Erkennungssy- 
stem dadurch gekennzeichnet, da6 es * io 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskompo- 
nente A mit mindestens 2+n verschiedenen Bindestel- 
len fur mindestens 2+n verschiedene Erkennungsspe- 
zien Bl, B2 . . . Bn und eine weitere von der Erken- 15 
nungsspezie Bl, B2 . . . Bn verschiedene Erkennungs- 
spezie B(n+3), die an die immobilisierte Bindungs- 
komponente A immobilisiert ist, und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspe- 
zien Bl, B2. , . B(n+3), wobei n eine ganze Zahl von 20 
0-20, vorzugsweise 0-10, insbesondere 0-5, vor allem 
0 oder 1 bedeutet. 



n- 



sogenunnte codiene Bibiioihek und vereiniachi die Kor 
plexanalytik der supramolekularen Bibiioihek. 

In ciner weiteren bevor/.ugten Ausfuhrungsform stellt das 
crfindungsgemafie Erkennungssystem einen Immunoassay 
liar. 

Ein andercr Gegenstand der voriiegenden Erlindung isi 
auch ein Verfahren zur Identirizicrung eines Substrates S in 
einer Probe mit Hilfe des ertindungsgemaSen Erkennuncs- 
systerns. bei dem *" " 

(a) eine Erkennungsspezic B. die das Substrat S er- 
kennt. mil der Probe in Kontakt gebracht wird. 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit ciner immobili- 
sierten Erkennungsspezic B in Kontakt gebracht wird. 
und 

(c) die Bildung eines Komplexes aus immobilisierter 
Bindungskomponente A. Erkennungsspezic B und 
Substrat S nacheewiesen wird. 
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In einer weiteren Ausgestaltung stammt die Erkennungs- 
spezic Bl, B2 . . . Bn aus einer Substanzbibliothek. 

Zur Strukturanalyse eines Komplexes aus einer Substanz- 
bibliothek ist es besonders vorteilhaft, wenn die Struktur der 
Erkennungsspezie B(n+3) bekannt ist, und/oder die ver- 
schiedenen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erken- 
nen. 

Das Substrat S ist im allgemeinen ausgewahlt aus Mole- 
kule, vorzugsweise Arzneistoffe und Pflanzenschutzwirk- 
stoffe, Metaboliten, physiologische Botenstoffe, Derivate 
von Leitstrukturen, Substanzen, die im menschiichen oder 
tierischen Korper im Fall von krankhaften Veranderungen 
produziert oder im erhohten Mal3 produziert werden, oder 
Ubergangszustandanaloga, oder Peptide, Peptoide, Proteine 
wie Rezeptoren oder funktionelle Teile davon wie die extra- 
zellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, An- 
tikorper oder funktionelle Teile davon wie Fv-Fragmente, 40 
einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, 
oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykoproteine, Filament- 
bestandteile, oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside, 
oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate, oder Mono- 
mere wie Heterozyklen, insbesondere Stickstofrheterozy- 45 
klen, oder nichtlinear konstituierte Molekule wie verzweigte 
Oligo- oder Polysaccharide, oder Substanzbibliotheken wie 
^nscrriMACs von sich sUukiurell unierscheidenden verbin- 
dungen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren, Ester, Acetale oder 50 
Monomere wie Heterocyclen, Lipide, Steroide, oder An- 
griffsstrukturen von Pharmaka, vorzugsweise Arzneimittel- 
rezeptoren, spannungsabhangige Ionenkanale, Transporter, 
Enzyme oder Biosynthese-Einheiten von Mikroorganismen. 

Substanzbibliotheken sind dem Fachmann aus dem Be- 55 
reich der kornbinatorischen Chemie bekannt. Beispiele sind 
die leicht zuganglichen Peptidbibliotheken, erzeugt durch 
Permutation der Peptidsequenz. Paaren solche Bibliotheken, 
entstehen vollig neue Supra- Molekule bzw. Komplexe. Die 
beachtliche Anzahl moglicher Komplexe beinhaket rnogli- 60 
cherweise Erkennungsregionen fur Substrat-Molekule, ahn- 
lich dem Epitop eines Antikorpers. Die Ausfuhrungsform 
laBt dann ein Screening eines solchen stochastischen Bin- 
dungsereignisses zu. Ist eine der Konjugatbibliotheken an 
den Trager gebunden, kann durch die Codonadresse bzw. 65 
bei gleichbleibender Adresse durch seine bloGc Position di- 
rekt seine Identitat (z. B. die Peptidsequenz) festgelegt wer- 
den. Der Array erzeugt fiir einen der Paarungs strange eine 



Insbesondere wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
die Bildung des Komplexes iiber physikalischc Parameter 
wie Ternperatur, Salze, Losungsmittel, elektrophoretische 
Vorgange gesteuert. 

Im allgemeinen wird der sich gebildete Komplex uber 
eine Markierung wie eine radioaktive oder fluoreszierende 
Markierung. enzymatische Markierung, Redoxmarkierung. 
Spinnmarkierung der Erkennungsspezie B nachgewiesen, 
oder iiber den Komplex selbst. beispielsweise iiber Elektro- 
denprozesse wie iiber chemische Prozesse, z. B. Redoxpro- 
zesse in der Umgebung oder an der Elektrode oder uber eine 
physikalische MeBgroBe wie uber Impedanzmessung oder 
GleichsLrommessung. 

Besondere Amplifizierungs- oder Vbrkonzentrierungs- 
schritte der Substrate werden somit fiir viele Anwendungen 
nicht benotigt, was besonders voneilhaft ist. Die chemische 
und physikalische Heterogenic der Positionen vor und 
nach den Paarungsereignissen kann zudem mit dem direkt- 
elektronischen Verfahren sehr vorteilhaft durch Parametri- 
sierung bzw. Eichung iiber die Software eliminiert werden. 

Das Problem, daB wichtige SubsLratmolekiile fiir solche 
Anwendungen Molekule der naturlichen Paarungssysteme 
DNA und RNA selbst sein konnen und somit mit der Adres- 
sierung in storende Wechselwirkung treten wiirden, wird da- 
durch gelost, daB besonders stabile, selektive und nicht-na- 
turliche Paarungssysteme, wie z. B. p-NA's, verwendet wer- 
den. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auch auf ein 
Verfahren, mit dem Erkennungsspecies, bevorzugt naUirli- 
che DNA- oder RNA-Strange und Proteine, dabei bevorzugt 
Antikorper oder funktionelle Teile von Antikorper. durch p- 
NA-Abschnitte, bevorzugt p-RNA-Abschnitte, eindeutig 
codiert werden. Diese konnen dann mit den zugehorigen 
Codons auf einem festen Trager hybridisiert werden. Damit 
kann auf einem festen Trager, der in Form eines Arrays mit 
Codons ausgestattet isu nur durch Einstellung von Hybridi- 
sierungsbedingungen mil immer neuen Kombinationen von 
Erkennungsspecies an den gewunschten Positionen immer 
neue, diagnostisch niilziiche Arrays aufgebaut werden. Wird 
dann der Analyt, beispielsweise eine biologische Probe wie 
Serum o. a. aufgebraehi. dann werden die zu detektierenden 
Species in einem bestimmten Muster auf dem Array gebun- 
den, welches dann indirekt (z. B. durch Fluoreszenzmarkie- 
rung der Erkennungsspecies) oder direkt (z. B. durch Impe- 
danzmessung am Ankniipfungspunkt der Codons) registricrt 
wird. Dann wird die Hybridisierung durch geeignete Bedin- 
gung aufgehoben (Ternperatur, Salze, Losungsmittel, elek- 
trophoretische Vorgange), so daB wieder nur der Trager mil 
den Codons zuriickblcibt. Dieser wird dann erneut mit andc- 
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ren Erkennungsspecies be laden unci wird /.. B. fur den glei- 
chen Analyten fur die Frmittlung eines anderen Musters 
verwendet. Die ininier neue Anordnung von Erkennungs- 
species im Arrav-Fonnat und die Verwcndung von p-NA's 
als Paarungssvsicmc ist gege nuber anderen Sysiemen. siehe 5 
z. B. WO 96/13522. besonders voncilhafi. 

Nach dem erfindungsgcmaBcn Vert ah ren kann in cine in 
weiteren Schrin der Koniplex aus Erkennungsspczie B und 
Substrat S auch isoliert werden. Hierzu wird z. B. der Koni- 
plex aus Erkcnnungsspczie B und Substrat S nach Einfrieren 10 
des Bindungsgtcichgcwichts oder kovalentes Cross-Linking 
von Erkennungsspczie B und Substrat S isolien. 

Das erfindungsgemaBe Erkennungssystem eignei sich 
folglich besonders gu! zum Auffinden eines Substrates S. 
zur Diagnose, zur Herstellung eines Kataiysaiors und/oder 15 
zur Herstellung eines elektronischen Bauteils, insbesondere 
zum Auffinden. zur Opiimierung und/oder zur Herstellung 
eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes. 

Je nach den synthetisicrtcn Adrcsscn konnen somit fur 
unLerschiedliche Fragestellungen bzw. diagnostische Pro- 20 
bleme schnell Kits zusammengestellt werden. die auf dem 
existierenden Codon- Array in situ das Tesisystem durch 
Paarung bildet. Bevorzugt. werden Biomolekule. z. B. ganz 
allgemein Zell- oder Virus-Bestandteile. ganz besonders 
monoklonale Antikorper oder deren funktionelle Teile. 25 

Die folgenden Figuren sollen die Erfindung naher be- 
schreiben, ohne sie zu beschranken. 

BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

30 

Fig. 1 zeigt schematisch das allgemeine Prinzip einer Er- 
kennungsspezie, die in situ urn ein zu erkennendes Substrat 
erzeugt wird. Die Komplexierungseinheit (Peptid) kann 
durch eine Tragermatrix bekannt sein. Hierbei bildet sich 
eine thermodynamisch oder kinetisch kontrolliert konstitu- 35 
ierte Bindungstasche als Komplex mit dem Substrat. Die zu 
alien B-Einheiten komplementare Paarungseinheit A ist am 
Trager fixierl (immobilisiert). 

Fig. 2 zeigt schematisch eine Anordnung von immobili- 
sierten Erkennungsstrukturen (Arrays) auf einem festen Tra- 40 
ger. 

Fig. 3 zeigt schematisch die modulare Erzeugung eines 
suprarnolekularen Arrays, Auf dem gleichen Anticodbn- 
Trager werden durch Adressierung mit den selektiven Paa- 
rungsregionen unterschiedliche Imrnunoarrays aufgebaut. 45 

Fig. 4 zeigt schematisch den Aufbau eines Arrays mit 4 
Tragerpositionen (Elektroden) und das MeBprinzip. 

Fig. 5 zeigt schematisch UV-spektroskopisch und Impe- 
danz-spektroskopisch den Nachweis der Paarung der Anii- 
codon-Codon-Molekule. Durch Temperaturerniedrigung 50 
paaren die Strange, der PufTeruberstand verarnit, die UV- 
Extinktion des Uberstandes ninimt ab bzw. die Veranderung 
der Elektrodendoppelschicht wirkt auf die Impedanzmes- 
sung. 

Fig. 6 zeigt. schematisch die Funktionsweise eines adres- 55 
sierten Imrnunoarrays. Lediglich Elektrode 3 tragi, die pas- 
sende Adresse zu einem Antikorper-Paarungsstxang-Konju- 
gat. Wird das passende Antigen zugegeben, verandert sich 
die Impedanz an der Elektrode 1 anders als durch bloBe Puf- 
ferveranderung an den anderen Elektroden. 60 

Patent anspruche 

1. Erkennungssysteni cnthaliend 

(a) mindeslens eine immobilisierte Bindungs- 65 
komponenie A mil mindestens einer Bindestellc 
fur die Erkennungsspczie B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspczie B, die an 
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die Bindungskomponcnie A bin den kann. 

2. Erkennungssysiem nach Anspruch 1. dadurch ee- 
kennzeichnet. da 13 die Bindung der Bindungskompo- 
nenie A an die Erkennungsspczie B in Form eines mo- 
lekularen Paarungssystems ert'olgt. 

3. Erkennungssysteni nach Anspruch 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das Paarungssystem cinen Komplex 
darstelli. der durch Assoziation der Bindungskompo- 
nenie A mit der Erkennungsspczie B uber nichi-kova- 
lente Wechselwirkungen gebildet wird. 

4. Erkennungssysteni nach Anspruch 3. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die nicht-kovalenien Wechselwir- 
kungen ausgewahlt sind aus Wasserstoffbrueken. Salz- 
briicken, Stapelung ("Stacking"). Metalligandierungen, 
Charge- Transfer-Komplexe und hydrophobe Wechsel- 
wirkungen. 

5. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 2-4, 
dadurch gekennzeichnet. daB das molekulare Paa- 
rungssvstem cine Nucleinsaure und deren Analoga em- 
halt. 

6. Erkennungssystem nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Nucleinsauren und deren Ana- 
loga eine Pentose, vorzugsweise eine Pentopyranose 
oder Pentofuranose ist. 

7. Erkennungssystem nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Pentose ausgewahlt ist aus einer 
Ribose. Arabinose. Lyxose oder Xylose. 

8. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 5-7, 
dadurch gekennzeichnet. daB die Nucleinsaure und de- 
ren Analoga ausgewahlt ist aus Pyranosyl-RNA (p- 
RNA). Nucleinsaure mit einer oder mehreren Arnino- 
cyclohexylethansaure(CNA')-Einheiten. peptidische 
Nucleinsaure (PNA). oder einer Nucleinsaure mit einer 
oder mehreren [2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclo- 
hexyl]-Nucleobasen. 

9. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 5-8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleobase der Nu- 
cleinsaure oder deren Analoga ausgewahlt ist aus Pu- 
rim 2,6-Diaminopurin, 6-Purinthiol, Pyridin, Pyrimi- 
din, Adenin, Guanin, Isoguanin, 6-Thioguanin, Xant- 
hin, Hypoxanthin, Thymidin, Cytosin, Isocytosin, In- 
dol, Tryptamin. N-Phthaloyltryptamin. Uracil, Coffein, 
Theobromin, Theophyllin. Benzotriazol oder Acridin. 

10. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 5-9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Nucleinsaureanaloga 
ausgewahlt sind aus Ribopyranosyladenosin. Ribopy- 
ranosylguanosin. Ribopyranosyithymidin, Ribopyra- 
nosylcytosin, Ribopyranosyltryptamin oder Ribopyra- 
nosyl-N-phthalotryptamin. Ribopyranosyl-uracil oder 
deren [2-Amino-4-(carboxymethyl)ribopyranosyl]-De- 
rivate. 

11. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 
5-10, dadurch gekennzeichnet, daB die Lange der Nu- 
cleinsaure und deren Analoga mindestens ca. 4-50, 
vorzugsweise mindestens ca. 4-25, insbesondere min- 
destens ca. 4-15, vor allem mindestens ca. 4-10 Nu- 
kieotide ist. 

12. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 
1 — 11. dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskom- 
ponente A an einem Trager immobilisiert ist. 

13. Erkennungssystem nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB der Trager ausgewahlt ist aus Kera- 
mik, Metall. insbesondere Edelmetall, Glaser. Kunst- 
stoffe, kristalline Materialien bzw. dunne Schichten des 
Tragers, insbesondere der gen an n ten Materialien, oder 
(bio)molekularc Filamente. wie Cellulose. Gcrustpro- 
teine. 

14. Erkennungssystem nach Anspruch 12 oder 13, da- 
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durch gekennzeichnet. daB die Bindungskomponente A 
an cinen Trager iiber eine kovalente Bindung, quasi- 
kovalente Bindung oder supra mole kulare Bindung 
durch Assoziation von zwei oder mehreren molekula- 
rcn Spezien wie linearkonsLituierte Molektile, insbe- 5 
sondere Peptide, Peptoide, Proteine, iineare Oligo- 
oder Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Ana- 
loga. oder Monomere wie Heterocyclen, insbesondere 
Stickstoffheterocyclen, oder nichtlinear konsiituiene 
Moiekiile wie verzweigie Oligo- oder Polysacharide io 
oder Antikorper und deren funktionelle Teile wie Fv- 
Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder 
Fab- Frag me nte, immobilisiert ist. 

15. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 12- 
14, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskompo- 15 
nente A an definierten Stellen des Tragers, vorzugs- 
weise in Form einer Matrix, immobilisiert ist. 

16. Erkennungssystem nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die definierten Stellen des Tragers 
adressiert sind. 20 

17. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 12- 
16, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungskompo- 
nente A an eine Trager-Elektrode des Tragers immobi- 
lisiert ist. 

18. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1- 25 
17 dadurch gekennzeichnet, daB die Erkennungsspezie 

B ein Biomolekul ist. 

19. Erkennungssystem nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Biomolekul ausgewahlt ist aus 
Peptid, Peptoid, Protein wie Rezeptor oder funktionelle 30 
Teile davon wie die extrazellulare Domane eines Mem- 
bran-standigen Rezeptors, Antikorper oder funktio- 
nelle Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv- 
Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, oder Zellbe- 
standteile wie Lipide, Glykoproteine, Filamentbestand- 35 
teile, oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside, oder 
Viroide, oder deren Derivate wie Acetate und deren 
wirksame Teile, oder Substanzbibliotheken wie En- 
sembles von sich strukturell unterscheidenden Verbin- 
dungen, vorzugsweise oligomere oder polymere Pep- 40 
tide, Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren. 

20. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
1-19, dadurch gekennzeichnet, daB die immobilisierte 
Bindungskomponente A verschiedene Bindestellen fur 
verschiedene Erkennungsspezien B enthalt, wodurch 45 
verschiedene Erkennungsspezien B an der Bindungs- 
komponente A hinden konnen. 

21. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1- 
20, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine wei- 
tere Erkennungsspezie B an die Bindungskomponente 50 
A immobilisiert ist. 

22. Erkennungssystem nach Anspruch 20 oder 21 , da- 
durch gekennzeichnet, daB es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungs- 
komponente A mit mindestens 2+n verschiedenen 55 
Bindestellen fiir mindestens 2+n verschiedene Er- 
kennungsspezien Bl, B2 Bn und eine weitere von 
der Erkennungsspezie Bl, B2 ... Bn verschie- 
dene Erkennungsspezie B(n+3), die an die immo- 
bilisierte Bindungskomponente A immobilisiert 60 
ist, und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungs- 
spezien Bl, B2 . . . B(n+3), 

wobei n eine ganze Zahl von 0-20, vorzugsweise 0-10, 
insbesondere 0-5, vor allem 0 oder 1 bedeutet. 65 

23. Erkennungssystem nach Anspruch 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Erkennungsspezie Bl, Bn 

aus einer Substanzbibliothck stamrnt. 
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24. Erkennungssystem nach Anspruch 22 oder 23. da- 
durch gekcnnzoichnei.. daB die Struktur der Erken- 
nungsspezie Bin+3) bekannt ist. 

25. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
20-24. dadurch gekennzeichnet. daB die verschiedenen 
Erkennungsspezien B dassclbe Substrat S erkennen. 

26. Erkennungssystem nach Anspruch 25. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das Substrat S ausgewahlt ist aus 
Moiekiile. vorzugsweise Arzneistotfe und Ptlanzen- 
schutzwirkstotTe. Metaboiiten. physiologische Boten- 
stoffe, Derivate von Leitstrukturen. Substanzen. die im 
menschlichen oder tierischen Korper im Fall von 
krankhaften Veranderungen produziert oder im erhoh- 
ten MaB produziert werden, oder Ubergangszustanda- 
naloga, oder Peptide, Peptoide. Proteine wie Rezepto- 
ren oder funktionelle Teile davon wie die extrazellulare 
Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Anti- 
korper oder funktionelle Teile davon wie Fv-Frag- 
nicnte, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fah- 
Frageniente, oder Zellbestandteile wie Lipide, Glyko- 
proteine, Filament bestandtcile, oder Viren, Virenbe- 
standteile wie Kapside, oder Viroide, oder deren Deri- 
vate wie Acetate, oder Monomere wie Heterozyklen, 
insbesondere Stickstoffheterozyklen, oder nichtlinear 
konstituierte Moiekiile wie verzweigie Oligo- oder Po- 
lysaccharide, oder Substanzbibliotheken wie Ensem- 
bles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, 
Peptoide, Saccharide. Nucleinsauren, Ester. Acetale 
oder Monomere wie Heterocyclen. Lipide. Steroide, 
oder Angriffsstrukturen von Pharmaka. vorzugsweise 
Arzneimitteirezeptoren. spannungs-abhiingige Ionen- 
kanale. Transporter. Enzyme oder Biosynthese-Einhei- 
ten von Mikroorganismen. 

27. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 
1-26, dadurch gekennzeichnet. daB es einen Immuno- 
assay darstellt. 

28. Verfahren zur Identifizierung eines Substrates S in 
einer Probe mit Hilfe des Erkennungssystems gemaB 
einem der Anspriiche 1-27, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

(a) eine Erkennungsspezie B, die das Substrat S 
erkennt, mit der Probe in Kontakt gebracht wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer im- 
mobilisierten Erkennungsspezie B in Kontakt ge- 
bracht wird, und 

(n) Hie Rildiina einex Knmnlpxes ans invrnobili- 
sierter Bindungskomponente A. Erkennungsspe- 
zie B und Substrat S nachgewiesen wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Bildung des Komplexes iiber physi- 
kalische Parameter wie Temperatur, Salze, Losungs- 
mittel, elektrophoretische Vorgange gesteuert wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB der Komplex iiber eine Markierung 
wie eine radioaktive oder fluoreszierende Markierung, 
enzymatische Markierung, Redoxmarkierung, Spinn- 
markierung der Erkennungsspezie B nachgewiesen 
wird, oder iiber den Komplex selbsl, beispielsweisc 
iiber Elektrodenprozesse wie iiber chemische Prozesse, 
z. B. Redox prozesse in der Umgebung oder an der 
Elekt.rode oder iiber eine physikalische MeBgroBe wie 
iiber Impedanzmessung oder Gleichstrornmessung. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-30, da- 
durch gekennzeichnet, daB in einem weiteren Schritt 
der Komplex aus Erkennungsspezie B und Substrat S 
isoliert wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
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zcichnet, daB der Komplex aus Erkennungsspezie B 
und Substrat S nach Einirieren des Bindungsgleichge- 
wichts odcr kovalentcs Cross-Linking von Erken- 
nungsspezie B und Subsirat S isolicn wird. 
33. Verwcndung des Erkennungssystenis gemaB ei- 5 
nem der Anspriiche 1 -27 /.urn Auffinden eines Substra- 
tes S. zur Diagnose, zur Herstcllung eines Kaialvsaiors 
und/oder zur Hersiellung eines elekironischen Bauicils. 
insbesondere zuni Auffinden. zur Optimierung und/ 
oder zur Hersteilung eines Arzneiwirkstofi'es oder io 
Pflanzenschuizwirkstoffes. 
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